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CNA – copy number alteration 
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Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der am häufigsten auftretende primäre Hirntumor 
im Erwachsenenalter [1,2]. Das durchschnittliche Alter bei der Diagnosestellung von 
Glioblastomen liegt bei etwa 64 Jahren [3]. Die Inzidenz in Europa liegt bei ca. 3,5 
Neuerkrankungen pro 100.000 Menschen jährlich, wobei Männer etwas häufiger betroffen 
sind als Frauen (Verhältnis 1,34:1) [3].  
Glioblastome gehören zur Gruppe der Gliome und werden in der Klassifikation der 
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) aufgrund ihrer hohen 
Malignität, ihrer Histologie und Morphologie dem höchsten Grad 4 zugeordnet [4,5].  
Allgemein sind Glioblastome histologisch durch eine hohe Zelldichte, Zell- und 
Kernpleomorphie, einen hohen Vaskularisierungsgrad und charakteristische Nekrosen 
gekennzeichnet [6,7].  
Molekularpathologisch präsentieren sich Glioblastome jedoch deutlich heterogener und 
lassen sich daher anhand verschiedener genetischer Aberrationen in folgende vier 
Subtypen unterteilen: proneural (Amplifikation von 4q12 (PDGFRA), 10q23 Deletion 
(PTEN), Mutationen in p53, IDH1 und PIK3CA/PIK3R1), neural (Amplifikation von Chr. 7 
und Verlust von Chr. 10), klassisch (Amplifikation von Chr. 7, Verlust von Chr. 10, Deletion 
von 9p21.3 (CDKN2A/B) und mesenchymal (Deletion von 17q11.2 (NF1), Mutationen in 
PTEN) [8,9]. 
Trotz multimodaler Behandlung, bestehend aus chirurgischer Resektion, Radiotherapie 
und Chemotherapie, beträgt die mittlere Überlebensdauer lediglich 12-15 Monate [10].  
Angesichts dieser desaströsen Prognose ist die Entwicklung neuer Therapieansätze 
dringend notwendig. Dies wird jedoch durch die für Glioblastome charakteristische hohe 
inter- und intratumorale Heterogenität verkompliziert [11]. Diese ist, neben genetischen 
Merkmalen, durch eine Vielzahl von Einflussfaktoren begründet.  
So spielen physische Gegebenheiten wie die anatomische Struktur an der Lokalisation 
des Tumors und die Entfernung zu Blutgefäßen eine Rolle, da sie die Versorgung mit 




Auch Zell-Zell-Interaktionen zwischen Tumorzellen, inflammatorischen Zellen, 
Stromazellen und Endothelzellen sowie die mögliche Kooperation zwischen 
verschiedenen Tumorzell-Subklonen tragen zur Entstehung und Erhaltung der 
intratumoralen Heterogenität bei [14-17].  
Obwohl eine molekularpathologische Subklassifizierung von Glioblastomen ein 
detaillierteres Verständnis über deren unterschiedliche Pathomechanismen ermöglicht 
als eine histologische Klassifikation allein, bleibt diese jedoch bislang weitgehend ohne 
klinische Konsequenz [9].  
Darüber hinaus haben Studien belegt, dass die diagnostizierten molekularen Subklassen 
nicht unbedingt stabil sind und sich durch chirurgische Resektion sowie 
Radiochemotherapie durchaus verändern können [14,18,19]. Auch wurden durch eine 
Analyse von Genexpressionsmustern auf Einzelzellebene mehrere molekulare 
Subgruppen innerhalb des gleichen Glioblastoms identifiziert [20]. So ist es möglich, dass 
Tumorgewebe, dass nicht resektiert werden konnte, einer anderen molekularen 
Subklasse zugeordnet werden kann, als das erfolgreich resektierte Gewebe [14,18-20]. 
Weiterhin gibt es Evidenz dafür, dass Glioblastome – und andere Tumorentitäten – aus 
phänotypisch und funktional verschiedenen Zellpopulationen bestehen, die zudem von 
der Mikroumgebung des Tumors beeinflusst werden [14,21,22]. So wurde bei 
Glioblastomen eine Subpopulation von Zellen identifiziert, die Ähnlichkeit mit neuronalen 
Stammzellen zeigen [23].  
Diese wurden entsprechend als Tumorstammzellen („Cancer stem(-like) cells“, CSCs) 
bezeichnet. Sie weisen klassische Stammzelleigenschaften wie die Fähigkeit zur 
Selbsterneuerung auf und sind ebenfalls eher undifferenziert [23-25].  
Zudem gelten CSCs als resistenter gegenüber Radio- und Chemotherapie und zeigen ein 
vergleichsweise höheres Tumorigenitätspotential [26,27]. Dies lässt vermuten, dass 
GBM-CSCs eine mögliche Ursache für das Auftreten von Lokalrezidiven sind, die bei 
Glioblastomen äußerst häufig vorkommen [27].  
Es wurde anfangs noch angenommen, dass in einem Glioblastom ein gewisser CSC-Pool 
vorhanden ist, aus dem durch Differenzierung proliferativere Zelltypen entstehen, welche 




auch differenzierte Glioblastomzellen CSC-Eigenschaften zurückgewinnen können, 
wobei die genauen Ursachen und Mechanismen dafür noch unbekannt sind [12,27]. 
Dies unterstreicht den hohen Grad an Heterogenität bei Glioblastomen, der zu ihrer 
schlechten Therapierbarkeit maßgeblich beiträgt [11]. Dennoch kann die Identifikation 
tumorspezifischer Merkmale eine wertvolle Grundlage für die Entwicklung von 
Therapiestrategien darstellen, die auf die molekularen Gegebenheiten eines individuellen 
Tumors zugeschnitten sind [28].  
Dadurch könnte ein besserer Behandlungserfolg bei - im Vergleich zur klassischen 
Chemotherapie - geringeren Nebenwirkungen erreicht werden.  
So gab es beispielsweise mehrere klinische Studien zur Behandlung von Glioblastomen 
mit verschiedenen Tyrosinkinase-Inhibitoren, da Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) in 
vielen GBM-Fällen dereguliert sind [29-31]. Allerdings blieb ein durchschlagender 
Behandlungserfolg bisher aus [29-31].  
Daraus wird ersichtlich, dass neben der Identifikation genetischer Aberrationen innerhalb 
individueller Glioblastome ein besseres Verständnis über mögliche 
Resistenzmechanismen notwendig ist. Um dieses Ziel zu erreichen, sind 
patientenindividuelle Modelle – in vitro und in vivo – unerlässlich [32,33].  
Die Etablierung solcher Modelle ausgehend von Tumorgewebe bietet den Vorteil, dass 
sich durch möglichst geringes Passagieren von Tumorzelllinien oder Xenografts 
genetische sowie epigenetische Alterationen eher vermeiden lassen [34. Auf diese Weise 
können die Eigenschaften des Originaltumors besser beibehalten werden [34].  
Jedoch unterliegt die genetische Stabilität von patientenindividuellen GBM-Modellen 
gewissen Einschränkungen. Während beispielsweise Punktmutationen oder Deletionen 
in Modellen – in vitro und in vivo – eher stabil erhalten bleiben, können sich Merkmale wie 
die Amplifikation von Onkogenen teilweise stark verändern [35-38].  
Eine bei Glioblastomen häufig vorkommende Genamplifikation betrifft den epidermal 
growth factor receptor (EGFR), die in ca. 40% der Fälle auftritt [39,40].  
EGFR gehört zur Superfamilie der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und ist als solche ein 




EGFR spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression von Glioblastomen 
[40,42].  
Dabei sind mehrere von EGFR aktivierte Signalwege bedeutsam. Über den 
Ras/Raf/MAPK Signalweg werden vornehmlich Zellmigration und –proliferation induziert, 
wohingegen die Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signalwegs zu Zellwachstum und 
Apoptose-Resistenz beiträgt [43,44].  
Weiterhin führt verstärkte EGFR-Aktivität zu einer Aktivierung von STAT Proteinen – 
insbesondere STAT3 und STAT5 – was die Onkogenese und Tumorprogression fördert 
[45]. 
Neben der Amplifikation von EGFR können auch Mutationen des Rezeptors auftreten 
[40]. Dabei ist die häufigste Mutation eine in-frame Deletion der Exons 2-7 (EGFRvIII; 
[14]). Diese Deletion betrifft die extrazelluläre Domäne von EGFR, wodurch der Rezeptor 
außerstande ist, Liganden zu binden, jedoch stattdessen konstitutiv aktiv ist und die 
Onkogenese fördert [46,47].  
Aufgrund der Häufigkeit von EGFR-Aberrationen und deren zentraler Stellung bei der 
Onkogenese und Progression von Glioblastomen eignen sich EGFR sowie Effektoren von 
EGFR-aktivierten Signalwegen für zielgerichtete Therapie-Ansätze [48]. 
Dementsprechend wurde eine Vielzahl von EGFR-Inhibitoren entwickelt und in klinischen 
Studien getestet [49].  
Darunter waren Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKIs) wie Erlotinib, Gefitinib oder Vandetanib 
und therapeutische Antikörper wie Cetuximab [49]. Die Ergebnisse waren bislang jedoch 
insgesamt nicht zufriedenstellend, da keines dieser Medikamente eine signifikante 
Verbesserung der Gesamtüberlebensdauer hervorrufen konnte [29-31].  
Zur Ursache des Therapieversagens gibt es einige Hypothesen. Es ist denkbar, dass die 
Substanzen nicht in ausreichendem Umfang die Blut-Hirn-Schranke passieren können 
und so eine unzureichende Inhibition von EGFR verursachen [50]. Weiterhin erscheint 
plausibel, dass Glioblastome nach Inhibition von EGFR auf alternative Signalwege und 




Die Verteilung von EGFR-amplifizierten Tumorzellen ist innerhalb eines Tumors 
ungleichmäßig, sodass durch EGFR-Inhibition womöglich nicht alle Tumorzellen eliminiert 
werden können, da jene ohne EGFR-Amplifikation überleben [51].  
Zudem liegt die EGFR-Amplifikation meist auf extrachromosomalem DNA-Material, 
welches während der Zellteilung ungleichmäßig auf die Tochterzellen verteilt werden kann 
[38,54]. 
Dieser Umstand ermöglicht es Tumorzellen flexibel auf äußere Einflüsse, 
wie beispielsweise EGFR-Inhibition durch Therapeutika, zu reagieren und fördert somit 
die genetische Heterogenität des Tumors [38,54].  
Gleichsam wird dadurch eine relativ realitätsgetreue Nachbildung der 
extrachromosomalen EGFR-Amplifikation in GBM-Modellen erschwert. Letztere sind 
jedoch notwendig, um die genauen Mechanismen der Resistenzentwicklung gegen 
zielgerichtete Therapien besser zu verstehen und im Optimalfall künftig vorhersagen zu 
können. Der erste notwendige Schritt ist dabei die Verfügbarkeit von geeigneten in vitro 
Zellkulturmodellen.  
Jedoch beobachtet man einen kompletten Verlust von extrachromosomaler EGFR-
Amplifikation in konventionellen GBM-Zellkulturen mit Serum-supplementiertem (FKS; 
fötales Kälberserum) Medium [55,56]. Somit ist das gängigste Zellkulturmodell für die 
gezielte Analyse von EGFR-amplifikationspezifischen Auswirkungen bei 
Glioblastomzellen nicht geeignet.  
Doch nicht nur aus diesem Grund treten andere Formen der Zellkultur weiter in den 
Vordergrund. So ist mittlerweile Konsens, dass dreidimensionale Zellkulturmodelle, in 
denen GBM-Tumorzellen als multizelluläre Sphäroide in Suspension wachsen, 
Morphologie und Zell-Zell-Interaktionen eines Tumors besser nachbilden, als adhärent 
wachsende Zellkulturen [57-59].  
Dazu wurden GBM-Zellen in serumfreiem Medium supplementiert mit B-27, FGF und EGF 
kultiviert (im Folgenden als „SC-Medium“ bezeichnet) [55,56,60]. Unter diesen 
Bedingungen wurde auch häufig eine spontane Sphäroidbildung von GBM-Zellen 




Eine detaillierte Untersuchung der Genexpressionsprofile von 71 GBM-Sphäroidkulturen 
etabliert aus GBM Gewebematerial von 68 Patienten zeigte, dass wichtige Aspekte der 
GBM-Biologie in dreidimensionalen Sphäroidmodellen erhalten bleiben [61]. Die 
molekulare Subklassifizierung des ursprünglichen Glioblastoms (klassisch, 
mesenchymal, proneural oder neural) war in vielen Fällen auch im entsprechenden 
Sphäroidmodell nachweisbar [61].  
Außerdem konnten neben eigenen Studien auch weitere Studien zeigen, dass die 
Kultivierung von GBM-Zellen ausgehend von Tumorgewebe mit EGFR-Amplifikation in 
serumfreien Medien und definierter Wachstumsfaktor-Konzentration zur Erhaltung der 
EGFR-Amplifikation in vitro führt [55,56,60,62]. Dabei scheint die Erhaltung der EGFR 
Amplifikation in vitro abhängig von der verfügbaren EGF-Konzentration zu sein.  
Wir konnten zeigen, dass aus Tumorgewebe etablierte GBM-Zelllinien unter Konditionen 
mit geringen EGF-Konzentrationen ihre EGFR Amplifikation beibehalten [55]. Ähnliches 
konnten auch weitere Studien belegen [56,60,62]. Stockhausen et al. demonstrierten, 
dass die EGFR Amplifikation in Zellkulturen erhalten blieb, die in SC-Medium mit 10 ng/ml 
FGF und 10 ng/ml EGF kultiviert wurden [56]. Weiterhin zeigten Schulte et al., dass die 
EGFR Kopiezahl von frisch aus Gewebe etablierten GBM-Zelllinien in SC Medium mit 
hohen EGF Konzentrationen von 20 ng/ml abnimmt [60]. Bei niedrigen EGF 
Konzentrationen von 0 ng/ml und 5 ng/ml wiesen die Zelllinien noch eine EGFR 
Amplifikation auf [60].  
Während in der Studie von Stockhausen et al. unter Zugabe von 10 ng/ml EGF die 
Amplifikation von EGFR erhalten blieb, zeigte sich in der Studie von Schulte et al. ein 
Verlust der EGFR Amplifikation in einer der getesteten Zelllinien unter diesen 
Bedingungen [56,60].  
Eigene Daten zeigten ähnliche Ergebnisse unter in vitro Bedingungen mit 10 ng/ml EGF 
[55]. Ausgehend von patientenindividuellen GBM Xenografts (GBM-PDX; patient derived 
xenograft), die eine Amplifikation des EGFR Gens aufwiesen, wurden Zelllinien in SC-
Medium mit unterschiedlichen EGF Konzentrationen etabliert [55]. Ein besonderes 
Augenmerk lag dabei auf der Analyse von in vitro Konditionen mit geringen EGF 




Aufgrund vorangegangener Studien anderer Arbeitsgruppen, die einen Zusammenhang 
zwischen EGF-Konzentration und EGFR-Amplifikation in vitro zeigten, war es 
naheliegend, zu untersuchen ob sich die EGFR-Amplifikation in vitro durch die Steuerung 
der Ligandenzufuhr gezielt modulieren lässt [56,60]. Wir konnten anhand von zwei GBM-
PDX Zelllinien mit EGFR-Amplifikation im Ursprungs-Gewebe bestätigen, dass die 
Amplifikation des EGFR Gens mit 0 ng/ml bis 2,5 ng/ml EGF über mindestens 10 
Passagen in vitro erhalten bleibt [55].  
Dabei konnte kein Unterschied in der Ausprägung der EGFR-Amplifikation zwischen allen 
Konditionen von 0 ng/ml EGF bis 2,5 ng/ml EGF festgestellt werden [55]. Zudem konnten 
wir ebenfalls den bereits nach wenigen in vitro Passagen eintretenden Verlust der EGFR-
Amplifikation unter Zugabe von 30 ng/ml EGF beobachten [55].  
Im Fall von xHROG33 konnte auch eine Zelllinie unter Standardbedingungen (10% FKS-
Supplementierung) etabliert werden. Diese zeigte ebenfalls einen rapiden Verlust der 
EGFR-Amplifikation nach nur wenigen Passagen in vitro [55].  
Eine mögliche Ursache dafür könnte das durch FKS-Supplementierung verursachte 
Überangebot an Wachstumsfaktoren sein. Durch die ausreichende Versorgung mit in FKS 
enthaltenen Wachstumsfaktoren entfällt möglichweise ein selektiver Druck für die 
Erhaltung zusätzlicher EGFR-Genkopien sowie die damit einhergehende Rezeptor-
Produktion. Auch die Zugabe einer hohen EGF-Menge (30 ng/ml [55], bzw. 20 ng/ml [60]) 
verursacht einen EGFR-Amplifikationsverlust nach wenigen Passagen in vitro.  
Es ist denkbar, dass Zellen ohne EGFR-Amplifikation unter diesen Bedingungen positiv 
selektiert werden [36,63]. Jedoch sollte in diesem Fall ein durch Liganden-Überschuss 
verursachter Verlust der EGFR-Amplifikation in vitro stabil sein. Eigene Daten zeigten 
jedoch, dass der in zwei GBM-PDX Zelllinien (xHROG33 und xHROG59), durch EGF-
Überschuss verursachte Verlust der EGFR-Amplifikation durch EGF-Entzug reversibel ist 
[55].  
Beide Zelllinien zeigten nach Umstellung von 30 ng/ml EGF auf 0 ng/ml EGF innerhalb 
weniger Passagen einen Wiederanstieg der EGFR-Amplifikation [55]. Auch die mit dem 
EGFR-Amplifikationsverlust einhergehende verringerte EGFR Proteinexpression stieg 




von Mazzoleni et al. in der nach Reduktion der EGF-Menge von 20 ng/ml EGF auf 5 ng/ml 
EGF ein Wiederanstieg der EGFR-Expression beobachtet wurde [62].  
Interessanterweise führte der Entzug von EGF in vitro in Zelllinien, die zuvor mit hohen 
EGF-Konzentrationen kultiviert wurden zum Proliferationsstop und im Folgenden zum 
Absterben der Zellen in anderen Studien [60,64].  
Das lässt vermuten, dass mehrere Mechanismen bei der Aufrechterhaltung bzw. 
Wiederherstellung der EGFR-Amplifikation in vitro zum Tragen kommen. Neben der 
Selektion von Zellen ohne EGFR-Amplifikation durch äußere Einflüsse wie 
Ligandenüberschuss konnte auch gezeigt werden, dass eine Adaption stattfinden und die 
EGFR-Amplifikation den Umständen flexibel angepasst werden kann [38,55].  
Ein ähnlicher Effekt der Wiederherstellung einer extrachromosomalen EGFR-
Amplifikation wurde in einer Studie mit dem EGFR-Inhibitor Erlotinib beobachtet [54]. 
Nathanson et al. beobachteten einen Verlust der extrachromosomalen EGFR-
Amplifikation, wenn GBM-Zellen in vitro mit Erlotinib behandelt wurden [54]. Nach 
Entfernung des Inhibitors war die extrachromosomale Amplifikation von EGFR wieder 
nachweisbar [54].  
Obwohl der jeweilige Auslöser für den Verlust der extrachromosomalen EGFR-
Amplifikation verschieden ist – EGFR-Inhibition durch Erlotinib [54] oder EGF-Überschuss 
[55,62] – könnte der Mechanismus von Verlust und Wiederherstellung der 
Genamplifikation möglichweise ähnlich sein. So konnte in der Studie von Nathanson et 
al. die Bildung eines sogenannten Marker-Chromosoms unter Erlotinib-Behandlung 
nachgewiesen werden. Dieses bestand aus Genkopien von EGFR und könnte daher als 
„EGFR-Reservoir“ dienen und so den Zellen nach der Entfernung des Inhibitors die 
Wiederherstellung der extrachromosomalen EGFR-Amplifikation ermöglichen [54].  
Jedoch bleibt unklar, unter welchen Bedingungen eine Wiederherstellung der 
zurückgegangenen EGFR-Amplifikation erfolgen kann oder wann die Zellen, wie in 
anderen Studien beobachtet wurde, durch Entzug von EGF absterben [60,64]. Dabei 
kommen neben Selektionsprozessen und möglicher Adaption der Zellen in Abhängigkeit 
von ihrer Mikroumgebung zellintrinsische Merkmale, wie beispielsweise der Grad der 




In der Tat legen Studien einen Zusammenhang zwischen EGFR-Amplifikation bzw. 
EGFRvIII-Amplifikation, die in vielen Fällen mit der Wildtyp-Rezeptor-Amplifikation 
einhergeht, und CSCs nahe [62,64,65]. So konnte gezeigt werden, dass EGFRvIII 
präferentiell in CD133-positiven (CD133+) Zellen exprimiert wird [65].  
CD133 ist zwar der prominenteste Marker zur Identifikation von GBM-CSCs, jedoch ist 
dessen Aussagekraft zunehmend umstritten [66-68]. Doch auch auf funktionaler Ebene 
konnte die Studie von Emlet et al. nachweisen, dass EGFRvIII+/CD133+ Zellen im 
Vergleich zu EGFRvIII+/CD133- und EGFRvIII-/CD133- Zellen das höchste 
Tumorigenitätspotential in vitro aufwiesen [65]. Diese Studie berücksichtigte jedoch nicht 
die Amplifikation des Wildtyp Rezeptors.  
Jedoch belegen weitere Studien, dass GBM-Zelllinien die in serumfreiem Medium als 
multizelluläre Sphäroide kultiviert wurden und eine EGFR/EGFRvIII-Amplifikation 
aufweisen, tumorigener sind als differenzierte GBM-Zellen bzw. GBM-Zellen ohne 
EGFR/EGFRvIII-Amplifikation [60,62,69]. Zudem führte die Zugabe von FKS zum Verlust 
der EGFR/EGFRvIII-Amplifikation in vitro sowie zu einer morphologischen Veränderung 
der GBM-Zelllinien [65,69].  
GBM-Zelllinien, die unter serumfreien Bedingungen als multizelluläre Sphäroide 
dreidimensional in Suspension wuchsen, wiesen nach Zugabe von FKS ein adhärentes 
Zellwachstum auf [69]. Zudem stieg die Expression von GFAP (glial fibrillary acidic 
protein) nach FKS-Zugabe an, was auf einen höheren Differenzierungsgrad der Zellen 
hindeutet [69].  
Ähnliche Effekte wurden in dieser Studie auch durch Zugabe von Retinoidsäure (retinoic 
acid; RA) erzielt [69]. RA induziert die Zelldifferenzierung, wodurch CSCs ihr malignes 
Tumorigenitätspotential verlieren [70,71].  
Diese Strategie könnte therapeutisch an Bedeutung gewinnen, insbesondere da bei 
mehreren Tumorentitäten von der Existenz von CSCs ausgegangen werden muss [11-
13,21-23].  
Obgleich die Zugabe von RA in geringerem Maße zur Erhöhung der Expression von 
GFAP führte, als die Zugabe von FKS, senkten beide Substanzen in ähnlicher Weise die 




mit einem Tyrosinkinase-Inhibitor (AG1478), der die Phosphorylierung und somit 
Aktivierung von EGFR unterbindet, zu einer gesteigerten Expression von GFAP in diesen 
Zellen [69].  
So gibt es zunehmend Hinweise dafür, dass eine erhöhte Expression von EGFR bzw. 
EGFRvIII bei Glioblastomen mit einem CSC-Phänotyp assoziiert ist [60,62,64,65,69]. Das 
könnte eine mögliche Ursache dafür sein, dass der Entzug von EGF in vitro nicht in allen 
Fällen zu einer Wiederherstellung der EGFR-Amplifikation führt.  
Es wäre denkbar, dass der Verlust der extrachromosomalen EGFR-Amplifikation und die 
damit einhergehende geringere EGFR Expression nach Zugabe von hohen Mengen EGF 
in vitro eine Zelldifferenzierung initiiert. Diesem Gedanken folgend könnte die Dauer der 
Kultivierung von ursprünglich EGFR-amplifizierten GBM-Zellen mit hohen EGF-
Konzentrationen im Medium bedeutend für eine spätere Wiederherstellbarkeit der EGFR-
Amplifikation durch EGF-Entzug sein.  
Möglicherweise kann in vitro ein „point of no return“ erreicht werden, ab dem eine 
induzierte Zelldifferenzierung unter den untersuchten Bedingungen (SC-Medium und 
EGF-Entzug) nicht mehr rückgängig gemacht werden kann. Weiterhin erscheint es 
möglich, dass die Ursache für die unterschiedlichen Effekte von EGF-Entzug nach 
Kultivierung mit hohen EGF-Konzentrationen auch in der für Glioblastome typischen 
Heterogenität begründet liegen kann.  
Das sind jedoch rein spekulative Annahmen, die experimentell zukünftig weiter untersucht 
werden müssen.  
Die Form der dreidimensionalen Sphäroidkultur von Tumor-Zelllinien unter serumfreien 
Bedingungen erlaubt jedoch allgemein eine realitätsnähere in vitro Analyse, insbesondere 
von CSCs [57-59].  
Das trifft nicht nur auf Glioblastom-Zellen zu, sondern auch auf in vitro Modelle anderer 
Tumorentitäten [72]. Dementsprechend wäre es auch denkbar, dass CSCs verschiedener 
Tumorentitäten möglicherweise eine gemeinsame Schwachstelle besitzen, die man 
therapeutisch nutzbar machen könnte.  
Eine Analyse des Proteoms von CSCs verschiedener Tumorentitäten zeigte, dass CSCs 




aufweisen als adhärente in vitro Modelle der entsprechenden Tumoren [73]. Dies stünde 
auch im Einklang mit der Hypothese, dass CSCs einen anabolen Stoffwechsel aufweisen 
und daher vermehrt auf Mitochondrien angewiesen sind [73].  
Diese erhöhte Abhängigkeit von Mitochondrien könnte jedoch auch einen Ansatzpunkt für 
die gezielte Inhibierung von CSCs darstellen [74]. So konnte gezeigt werden, dass einige 
Antibiotika effektiv CSCs inhibieren können [74]. 
Toxizität gegen Mitochondrien ist eine bekannte Nebenwirkung einiger Antibiotika-
Klassen, wie beispielsweise der Tetrazykline oder der Erythromyzine [74]. Diese binden 
selektiv an die kleine Untereinheit (Tetrazykline) oder die große Untereinheit 
(Erythromyzine) mitochondrieller Ribosomen und inhibieren somit die Proteinsynthese 
[74].  
Weiterhin hätte eine (Chemo-)Therapie-Ergänzung durch Antibiotika den Vorteil, dass es 
sich bei Letzteren um bereits bekannte und zugelassene Medikamente handelt. Somit 
wären die Hürden für die Übertragbarkeit dieses Konzeptes in klinische Studien 
vergleichsweise gering.  
Bei Glioblastomen wäre ein weiterer interessanter Aspekt einer möglichen Ergänzung der 
Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) durch Zugabe von Antibiotika die Eindämmung 
von TMZ-induzierten Effekten auf CSCs. Eine Studie hat belegt, dass klinisch relevante 
Dosen von TMZ zu einer Konversion von differenzierten GBM-Zellen in einen CSC-
Phänotyp in vitro führen können [27].  
Als klinisch relevante Dosis wurden dabei Konzentrationen definiert, die im Serum (50µM 
TMZ) oder im Liquor (5µM TMZ) von Patienten gemessen werden konnten [75-78]. Dabei 
zeigte sich bei primären, von frischem GBM Gewebe etablierten Zelllinien und auch bei 
bereits länger etablierten Zelllinien (z.B. U251) ein Anstieg der CSC Population nach TMZ 
Behandlung in vitro und in vivo [27]. Zudem wurde gezeigt, dass es sich primär um eine 
phänotypische Umwandlung von differenzierten non-CSCs in CSCs handelt und nicht um 
eine durch TMZ verursachte Selektion bzw. Anreicherung von CSCs [27].  
Diese konvertierten CSCs zeigten eine gesteigerte Expression von mit Pluripotenz 




Zellen in Nacktmäuse bildeten sich mit größerer Effizienz als bei implantierten non-CSCs 
Tumoren mit einem invasiven Phänotyp [27]. 
Demnach scheint ein Tumor nicht ausschließlich einer hierarchischen Zellordnung zu 
unterliegen, bei der – der Tumorstammzellhypothese [23] folgend – eine CSC-
Subpopulation innerhalb des Tumors vorhanden ist, aus der ausdifferenzierte 
Tumorzellen hervorgehen, welche dann die Hauptmasse des Tumors bilden [22-26].  
Es besteht auch die Möglichkeit der De-Differenzierung von Tumorzellen, wobei die 
Mechanismen noch nicht vollständig geklärt sind [12,21,22].  
Diese De-Differenzierung kann im Fall von Glioblastomen durch Exposition mit TMZ 
hervorgerufen werden [27]. Dies könnte ein weiterer Resistenzmechanismus von GBM-
Zellen gegen TMZ sein [27]. Eine durch TMZ hervorgerufene De-Differenzierung von 
undifferenzierten GBM-Zellen könnte so auch die Entstehung von Rezidiven begünstigen 
[27]. Dieser Effekt könnte durch eine Therapie-Ergänzung mit Substanzen wie Doxyzyklin 
(Dox), die CSC-inhibierend wirken, möglicherweise eingedämmt oder gar unterbunden 
werden [74,79].  
Diese Hypothese wurde anhand von 4 primären patientenindividuellen GBM-Zelllinien in 
vitro untersucht [79]. Dabei wurden Parameter wie Zellviabilität, Tumorigenität sowie die 
Expression verschiedener GBM-CSC Marker und die Menge der Mitochondrien in den 
Zelllinien unter Behandlung mit TMZ, Dox und einer Kombination aus beiden 
Medikamenten analysiert [79].  
Bei Zutreffen der Hypothese einer TMZ-induzierten De-Differenzierung, müsste die 
Behandlung mit TMZ eine tumorigenitätssteigernde Wirkung haben, welche sich durch 
Zugabe von Dox eindämmen lassen sollte [79]. Weiterhin wäre eine gesteigerte 
Expression von GBM-CSC-Markern wie CD15 und Nestin sowie ein erhöhter 
Mitochondriengehalt unter TMZ-Gabe, nicht jedoch unter Zugabe von Dox, zu erwarten 
[79].  
Die dahingehende Analyse von vier verschiedenen patientenindividuellen GBM-Zelllinien 
zeigte jedoch, dass mehrere Mechanismen der Therapieresistenz infrage kommen [79]. 




Obgleich alle vier untersuchten Zelllinien bei der applizierten Dosis von 50µM TMZ keinen 
Unterschied in der Zellviabilität im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen zeigten, 
stieg die in vitro Tumorigenität jedoch in drei von vier Zelllinien an [79].  
Bei zwei Zelllinien konnte durch Zugabe von 50µM Dox eine signifikante Reduktion der 
TMZ-induzierten erhöhten Tumorigenität in vitro erreicht werden; bei einer dritten Zelllinie 
zeigte sich zumindest ein Trend (p=0,066) zur Reduktion der Tumorigenität [79]. Das ist 
zumindest auf funktionaler Ebene ein möglicher Hinweis für eine TMZ-induzierte De-
Differenzierung von GBM-Zellen in drei untersuchten Zelllinien [79]. Jedoch zeigte sich 
bei zwei dieser Zelllinien keine Steigerung der Nestin-Expression oder des 
Mitochondriengehalts unter TMZ-Gabe, was auf weitere mögliche TMZ-Resistenz-
Mechanismen hindeutet [79].  
So wäre es denkbar, dass die Behandlung mit Dox in vitro zu proteotoxischem Stress in 
den Mitochondrien führt und so deren Funktionalität einschränkt ohne dabei die 
Mitochondrien-Biomasse zu verringern [80]. Dox selbst hatte einen moderaten 
zytotoxischen Effekt auf alle vier getesteten, primären GBM Zelllinien [79]. Ähnliches 
wurde in anderen Studien auch bei etablierten GBM-Zellinien (U87 und U251HF) 
beobachtet [81]. Eine weitere Funktion von Dox ist die unspezifische Inhibition von Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) [81]. Dieser Effekt könnte mitverantwortlich für eine 
reduzierte in vitro Tumorigenität nach Dox-Gabe sein [79].  
Interessanterweise führte die Behandlung von GBM-Zelllinien mit Dox zu einer erhöhten 
Expression von MMP2 in einer untersuchten Zelllinie, wohingegen bei einer weiteren 
Zelllinie unter gleichen Bedingungen eine verringerte MMP2 Expression beobachtet 
wurde [81].  
Dadurch wird deutlich, dass die Wirkung von Dox auf GBM-Zellen auch maßgeblich vom 
genetischen Hintergrund einer individuellen Zelllinie abhängig ist [79,81]. 
In einer eigenen Studie zeigte eine der vier untersuchten GBM-Zelllinien keine Reaktion 
hinsichtlich in vitro Tumorigenität oder CSC-Marker Expression nach Behandlung mit 




Jedoch zeigte sich bei dieser sonst unresponsiven Zelllinie eine deutliche Reduktion des 
Mitochondrien-Gehalts der Zellen unter Behandlung mit TMZ, Dox oder der 
Kombinationstherapie [79].  
Dies erlaubt Spekulationen über weitere Mechanismen von Tumorzellen, die bei einer 
Häufung dysfunktionaler Mitochondrien in den Zellen zum Tragen kommen können.  
So wäre denkbar, dass die effektive Reduktion dysfunktionaler Mitochondrien für 
Tumorzellen geeignet ist, einen durch diese dysfunktionalen Mitochondrien verursachten 
Phänotyp zu kompensieren [82]. Ähnliches konnte bei einer Studie an mit Parkinson-
assoziierten Genen gezeigt werden [82].  
In dieser Studie wurde die Mitochondrien-Dysfunktionalität durch den Verlust von Mortalin 
induziert, der häufig in den Gehirnzellen von Parkinson Patienten auftritt [82]. Mortalin ist 
essenziell für effektiven Import und korrekte Faltung von mitochondriellen Matrix-
Proteinen sowie für den Abbau von fehlerhaften Mitochondrien-Proteinen [83,84].  
Als solches hat Mortalin eine zentrale Stellung bei der Stress-Antwort von Mitochondrien 
und programmiertem Zelltod [85,86].  
Der durch Mortalin-Verlust ausgelöste Phänotyp konnte durch Parkin und PINK1 
vermittelten, erhöhten lysosomalen Abbau von defekten Mitochondrien kompensiert 
werden, wodurch weitere Zellschäden verhindert wurden – ein intakter Autophagie-
Apparat vorausgesetzt [82].  
Parkin und PINK1 sind wichtige Regulatoren in der zellulären Qualitätskontrolle von 
Mitochondrien [82]. Mutationen in diesen Genen sind ebenfalls mit Neurodegeneration 
und Parkinson [87,88].  
Es wäre denkbar, dass auch bei Glioblastomen über einen ähnlichen Mechanismus 
vermittelter Abbau dysfunktionaler Mitochondrien zu einer Kompensation des so 
induzierten Phänotyps führen kann. Das könnte eine weitere mögliche Erklärung für die 
beobachtete Reduktion der Mitochondrien-Biomasse nach Dox-Behandlung sein [79].  
Obwohl sich alle vier Zelllinien in unserer Studie insgesamt unter TMZ-Behandlung recht 
unterschiedlich verhielten, zeigten jene drei Zelllinien, bei denen TMZ zu einer erhöhten 




Die immunhistochemische Analyse der Expression von CD15 und Nestin an formalin-
fixiertem, paraffin-eingebettetem (FFPE) GBM-Gewebe von zwei verschiedenen GBM- 
Fällen zeigte ähnliche Resultate [79].  
Diese Fälle stammen aus dem Archiv des Instituts für Pathologie der Universitätsmedizin 
Rostock und repräsentieren GBM-Gewebe-Material von zwei Patienten, bei denen jeweils 
sowohl das neu auftretende GBM als auch das rezidivierende GBM in Rostock operiert 
wurde. 
Von beiden Fällen wurden Gewebe der jeweiligen Glioblastome vor Beginn der 
Chemotherapie mit TMZ sowie das Gewebe des entsprechenden Rezidivs post 
Chemotherapie analysiert [79].  
Trotz recht heterogener Distribution der Signale wurde ersichtlich, dass CD15 in beiden 
Fällen im Rezidiv höher exprimiert wurde als im entsprechenden GBM vor Chemotherapie 
mit TMZ [79]. Die Expression von Nestin war in beiden klinischen Fällen zwischen pre und 
post Chemotherapie Tumor nicht verändert [79]. Dementsprechend wäre es denkbar, 
dass die erhöhte CD15 Expression nach Behandlung mit TMZ in vitro und in zwei GBM 
Rezidiven in vivo eher der intrinsischen Funktion von CD15 geschuldet ist und weniger 
der Rolle von CD15 als GBM-CSC Marker [79].  
CD15 gehört zur Familie der Fucosyltransferasen (FUTs), welche für den Aufbau von 
fucosylierten Kohlenhydratstrukturen bedeutsam sind [89]. Interessanterweise ist bislang 
wenig über die genauen Auswirkungen von erhöhter CD15 Expression bei Glioblastomen 
bekannt.  
In der epidermoiden Karzinom-Zelllinie A431 wurde CD15 mit gesteigerter Proliferation 
und Zellzyklus-Progression in Assoziation mit PI3K/Akt und MAPK in Verbindung 
gebracht [90]. Weiterhin wurden neben CD15 auch weitere Mitglieder der FUT-Familie mit 
durch PI3K/Akt vermittelte Therapie-Resistenz in Leberkarzinom-Zellen in vitro in 
Verbindung gebracht [91]. Dabei waren erhöhte FUT4 (CD15), FUT6 und FUT8 Level 
verantwortlich für die Resistenz gegen Chemotherapeutika wie 5-Fluoruracil von 




Zudem ließ sich durch Modulation von FUT4, FUT6 und FUT8 in diesen Zellen die Aktivität 
der PI3K/Akt Signalkaskade sowie die Expression von MRP1 (Multi drug resistance 
related protein 1) direkt regulieren [91].  
Die PI3K/Akt Signalkaskade ist in Glioblastomen häufig dereguliert und könnte in 
Zusammenhang mit Fucosyltransferasen wie CD15 ebenfalls zu gesteigerter Therapie-
Resistenz beitragen [40,92].  
Darüber hinaus gibt es Hinweise für die erhöhte Expression von fucosylierten Glykanen 
in anderen Tumorentitäten, unter anderem bei Mamma-Karzinomen, bei Lungen-
Karzinomen und bei kolorektalen Karzinomen [93-96]. Gesteigerte CD15 Expression hat 
durch die Verringerung der Wirksamkeit von EGFR- oder VEGF-Inhibitoren klinische 
Relevanz in metastasierenden kolorektalen Karzinomen [97].  
Somit ist es naheliegend, den Einfluss von CD15 auf die Entwicklung von Resistenzen 
gegen Therapeutika sowie die genauen Mechanismen auch bei Glioblastomen zu 
untersuchen.  
Die bei Glioblastomen häufig vorkommende Deregulation der PI3K/Akt/mTOR 
Signalkaskade wird häufig durch genetische Aberrationen des EGFR Gens verursacht 
[14,44,92]. Daher ist EGFR auch bei GBM ein möglicher Ansatzpunkt für therapeutische 
Interventionen [28,40,41]. Sowohl für eine Beeinflussung der PI3K/Akt Signalkaskade als 
auch für die Wirksamkeits-Verringerung von EGFR-Inhibitoren wurde ein Zusammenhang 
mit CD15 für andere Tumorentitäten beschrieben [93-97].  
Jedoch zeigt eine Datenbank-Analyse zu Alterationen in CD15 von 585 GBM-Fällen 
lediglich 1,5% der Fälle eine Alteration von CD15 [98,99]. Analysiert wurden dabei die 
mRNA-Expression, Anzahl der Genkopien und auftretende Mutationen [98,99]. Im 
Vergleich dazu zeigte eine Analyse von EGFR in der gleichen Kohorte Alterationen von 
EGFR in 46% der Fälle.  
Die große Mehrzahl des in diesen Studien analysierten GBM-Gewebes stammt von 
Patienten, die vor der Resektion des Tumors noch keine Chemotherapie oder Bestrahlung 
erhalten haben [92].  
Das unterstützt die Hypothese, dass eine Steigerung der CD15 Expression 




Chemotherapie mit TMZ erfolgt und so zur Resistenz gegen die Therapie beitragen 
könnte. Das wäre ein weiterer, bislang bei Glioblastomen nicht näher untersuchter, 
Resistenzmechanismus gegen das Standardtherapeutikum TMZ [79]. Zahlreiche Studien 
mit GBM-Zelllinien in vitro verdeutlichten, dass es mehrere sich gegebenenfalls auch 
ergänzende Resistenzmechanismen gegen TMZ gibt [22,27,79,97]. Zudem wurde 
ebenso deutlich, dass diese maßgeblich auch vom genetischen Hintergrund eines 
individuellen Tumors bzw. einer individuellen Zelllinie abhängig sind [79-81]. Das 
unterstreicht die Notwendigkeit für patienten- bzw. tumorindividuelle Modelle nicht nur in 
der Zellkultur, sondern auch in entsprechenden präklinischen Tiermodellen. Um in vitro 
identifizierte Zielstrukturen für Therapeutika auf ihren klinischen Nutzen zu überprüfen, 
sind adäquate Tiermodelle unumgänglich [100].  
Eine mittlerweile gängige Methode ist die Etablierung von patientenindividuellen 
Xenografts, sogenannten PDX (patient-derived xenograft) Modellen [101,102]. Dabei 
werden Tumorzellen oder Tumorgewebe in immunsupprimierte Versuchstiere – meist 
Mäuse – injiziert und wachsen zu einem Xenografttumor heran [101-103].  
Dabei wird zwischen orthotopen und heterotopen Xenografts unterschieden. Bei 
orthotopen GBM Modellen werden Tumorzellen bzw. Gewebe direkt an einer definierten 
Stelle stereotaktisch in das Gehirn des Versuchstiers injiziert [103]. Das bietet den Vorteil 
einer anatomisch und physiologisch realistischeren Umgebung für das Xenograft, als die 
subkutane Implantation von GBM-Gewebe in die Flanke des Versuchstiers (heterotopes 
Xenograft) [100,103].  
Trotz der physiologisch abweichenden Umgebung der heterotopen, subkutanen GBM 
Xenografts bieten diese dennoch zahlreiche Vorteile. So bleiben, wie auch bei den 
orthotopen Modellen, die intratumorale Heterogenität und genomische Aberrationen 
weitgehend erhalten [100,103]. Ein großer Vorteil von heterotopen GBM-PDX gegenüber 
der orthotopen Modelle ist die Generierung von größeren Mengen Gewebe für 
weiterführende molekularbiologische und funktionale Analysen ermöglichen [106,107].  
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die vergleichsweise einfachere technische Umsetzung, 




Zusammenarbeit mehrerer Abteilungen auch bei der Etablierung von heterotopen GBM 
PDX ausschlaggebend [106,107].  
Logistische Prozesse, sowie die Bereitstellung und Einhaltung standardisierter Protokolle 
müssen meist abteilungsübergreifend zwischen Chirurgie, Forschungslaboren und 
Versuchstieranlagen gewährleistet werden [106,107]. Ein Problem bei der Etablierung 
von subkutanen GBM-PDX ist jedoch die geringe Erfolgsquote von etwa 20-25% [108]. 
Dabei spielen verschiedene Faktoren eine Rolle.  
Darunter sind schwer zu beeinflussende Faktoren, wie die Qualität des Tumorgewebes 
für die Implantation [106,107,109]. So ist beispielsweise der Anteil an vitalen Tumorzellen 
in einem Gewebestück makroskopisch nicht ohne weiteres feststellbar, kann aber einen 
Einfluss auf die erfolgreiche Etablierung eines PDX Models haben.  
Beeinflussbare Faktoren sind hingegen beispielsweise die Wahl des Mausstamms für die 
PDX-Etablierung, sowie die Optimierung der Arbeitsabläufe. Studien über die Etablierung 
von PDX anderer Tumorentitäten zeigten, dass sich auch vital eingefrorenes 
Tumorgewebe für die Etablierung subkutaner PDX Modelle eignet [107].  
Ein direkter Vergleich der Implantation von frischem GBM-Gewebe und vital 
eingefrorenem GBM-Gewebe zeigte keine Unterschiede bei der Erfolgsrate [106]. Durch 
die Möglichkeit GBM-Gewebe vital einzufrieren und über einen längeren Zeitraum lagern 
zu können bevor es für die PDX-Etablierung verwendet wird, fallen viele logistische 
Hürden bei diesem Prozess weg [106]. Das führt wiederum zu einer besseren 
Standardisierung aller essentiellen Arbeitsschritte, wie beispielsweise die 
Transportkonditionen und Transportzeit des Gewebes sowie die Verfügbarkeit geeigneter 
Mäuse für die Transplantation [106,107].  
Interessanterweise haben wir in keinem der getesteten GBM-Fälle die erfolgreiche 
Etablierung eines PDX ausgehend von frischem und vital eingefrorenem Gewebe des 
gleichen Falles beobachten können [106].  
Das könnte auf mögliche Einflüsse der Gewebequalität selbst hindeuten, unabhängig 
davon ob es eingefroren wurde oder frisch implantiert wurde [106]. Es ist auch denkbar, 
dass individuelle mausspezifische Faktoren eine Rolle bei der erfolgreichen PDX-




Auch die Wahl des Mausstamms kann bei der PDX-Generierung eine Rolle spielen. Zwei 
gängige Mausstämme zur Generierung von PDX Modellen sind NOD/SCID Mäuse und 
NMRI Foxn1nu Mäuse [103-105].  
NOD/SCID Mäuse verfügen über keine funktionellen B- und T-Lymphozyten oder 
natürliche Killerzellen (NK-Zellen), die mit dem erfolgreichen Anwachsen des Xenografts 
interferieren könnten [104]. Dahingegen fehlen bei NMRI Foxn1nu Mäuse lediglich 
funktionale T-Lymphozyten, B-Lymphozyten sowie NK-Zellen sind in diesem Mausstamm 
funktional vorhanden [105].   
Ein direkter Vergleich zwischen NOD/SCID Mäusen und NMRI Foxn1nu Mäusen zeigte 
leicht höhere Erfolgsraten bei der PDX-Etablierung in NOD/SCID Mäusen [106]. GBM-
Gewebe von 18 Fällen wurde für diesen Vergleich subkutan in die Flanken beider 
Mausstämme implantiert [106]. Dabei zeigte sich, dass die Erfolgsrate bei NOD/SCID 
Mäusen (38,8%) etwas höher war als beim Einsatz von NMRI Foxn1nu Mäusen (27,7%) 
[106]. Aufgrund der übersichtlichen Fallzahl sind diese Ergebnisse jedoch mit Vorsicht zu 
betrachten.  
Dennoch wäre der Trend durch die immunologischen Eigenschaften der beiden 
Mausstämme erklärbar. So könnte das Vorhandensein des angeborenen Immunsystems 
bei NMRI Foxn1nu Mäusen zur geringeren Erfolgsrate bei der GBM PDX Etablierung 
beitragen [105,106].  
Die Existenz eines intakten angeborenen Immunsystems ist allerdings auch ein Argument 
für die Verwendung von NMRI Foxn1nu Mäusen für GBM-PDX Studien. Insbesondere im 
Hinblick auf den Einsatz von PDX Modellen in der Erforschung der Wirksamkeit neuer 
Therapien oder Wirkstoffe gegen Glioblastome erlauben NMRI Foxn1nu Mäuse die 
Berücksichtigung möglicher Einflüsse des angeborenen Immunsystems.  
Ein generell wichtiger Punkt ist eine möglichst hohe Übereinstimmung in den 
Eigenschaften des ursprünglichen GBMs und dem PDX das daraus hervorgegangen ist. 
Dabei ist zum einen die histologische Ähnlichkeit zwischen Originaltumor und PDX auch 




In unserer Kohorte von erfolgreich etablierten GBM-PDX wurden zwei Fälle sowie zwei in 
vivo Passagen der dazugehörigen PDX-Tumoren histologisch verglichen [106]. Dazu 
wurden Gewebeschnitte angefertigt und mit Hämatoxylin und Eosin (HE) angefärbt [106].  
In beiden Fällen finden sich histologische Charakteristika von Glioblastomen sowohl im 
Originaltumor als auch in den entsprechenden Xenografts [106]. In beiden Fällen 
stimmten auch wichtige Merkmale wie der Anteil mitotischer Zellen innerhalb des 
Gewebes und auftretende Nekrosen, die für Glioblastome typisch sind, zwischen 
Originaltumor und PDX überein [106].  
Zudem konnten beide PDX Modelle von einem erfahrenen Neuropathologen auch formal 
als Glioblastom diagnostiziert werden [106]. Außerdem zeigte ein positiver 
immunhistochemischer Nachweis von GFAP bei PDX-Gewebeschnitten, dass diese 
einen neuronalen Charakter aufweisen [106].  
Darüber hinaus zeigte auch eine vergleichende Mutationsanalyse zwischen 
Originaltumoren und ihren entsprechenden PDX-Modellen, dass im Originaltumor 
auftretende Mutationen in den Xenografts über mehrere in vivo Passagen erhalten blieben 
[106].  
Auch eine im ursprünglichen GBM vorhandene Amplifikation des EGFR Gens konnte 
auch in den entsprechenden PDX Modellen nachgewiesen werden [55,56,106]. Jedoch 
ist der Grad der EGFR-Amplifikation in diesen in vivo Modellen variabel [56,106].  
In unserer Kohorte von GBM-Fällen, bei denen erfolgreich heterotope Mausmodelle 
etabliert werden konnten (n=8), wurde ebenfalls eine EGFR-Amplifikation in jenen Fällen 
nachgewiesen, in denen diese auch beim ursprünglichen Tumor vorlag (n=6) [106]. Dabei 
schwankte der Grad der EGFR-Amplifikation über mehrere Passagen in vivo allerdings 
teilweise beträchtlich [106]. Tendenziell wurde aber eine Steigerung der EGFR-
Amplifikation im Vergleich zum jeweiligen Ursprungstumor beobachtet. Jedoch war diese 
Steigerung bei den zwei Fällen, in denen die Xenografts über fünf in vivo Passagen im 
Verlauf analysiert werden konnten, nicht kontinuierlich [106].  
Das wurde bei dem GBM-PDX Modell HROG59 besonders deutlich: der Ursprungstumor 




3 auf 92-fach anstieg, jedoch in Passage 5 nur noch eine 36-fache EGFR-Amplifikation 
aufwies [106]. 
Es ist naheliegend, dass die Ursache dafür in klonalen Selektionsprozessen liegt.  
Da Tumorzellen, die eine EGFR-Amplifikation tragen nicht gleichmäßig innerhalb des 
Tumorgewebes verteilt sind, wäre es möglich bei einer (Weiter-)Transplantation ein Stück 
Gewebe mit einer höheren Dichte an EGFR-amplifizierten Tumorzellen zu implantieren 
[106,110]. Dies könnte zu einer höheren EGFR-Kopiezahl im PDX führen. Umgekehrt 
könnte die Transplantation eines Gewebestücks mit vergleichsweise geringerer Dichte 
EGFR-amplifizierter Tumorzellen zu einem PDX mit geringerer EGFR-Kopiezahl führen 
[106].   
Dennoch sind heterotope PDX Modelle wertvolle Ressourcen, die die Entwicklung 
personalisierter Therapiekonzepte voranbringen können [111,112]. Die technisch 
einfache Umsetzung dieser Modelle sowie die Möglichkeit der Generierung größerer 
Mengen Tumorgewebe, als dies bei einem orthotopen Modell möglich wäre, sind große 
Vorteile subkutaner GBM-Modelle.  
Jedoch kann in diesen Modellen das für Glioblastome typische invasive Wachstum in 
umliegendes Gewebe nicht suffizient nachgebildet werden [106]. Dazu braucht es 
orthotope GBM-Modelle.  
Dennoch können heterotope GBM-PDX Modelle durch die zügige Gewinnung von 
Tumorgewebe für die systematische und standardisierte Testung therapeutischer 
Substanzen in vivo genutzt werden.  
Die standardisierte Testung verschiedener Therapeutika, die auch in der Klinik bereits 
Anwendung finden, anhand von 5 GBM-PDX zeigte wie erwartet heterogene Ergebnisse 
[106]. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen anderen GBM-PDX Studien und der 
Erfahrung aus dem klinischen Umfeld [112, 113].  
Innerhalb unserer Kohorte wurde eine gute therapeutische Wirksamkeit von 
Temozolomid, dem Standardtherapeutikum zur Behandlung von GBM, dem 
Topoisomerase-Hemmer Irinotecan sowie dem Angiogenese-Hemmer Bevacizumab 
beobachtet [106]. Eine Kombination aus diesen Medikamenten wurde in einer klinischen 




Somit darf davon ausgegangen werden, dass Studien zur Wirksamkeit (neuer) 
Medikamente auch in heterotopen GBM-Modellen aussagekräftige Ergebnisse liefern 
können.   
Jedoch gilt es auch in PDX-Modellen, ganz wie bei in vitro Zellkultur-Modellen, die 
Passagenzahl für eine möglichst repräsentative Analyse so gering wie möglich zu halten. 
Denn auch bei PDX Modellen akkumulieren genetische Veränderungen mit steigender in 
vivo Passagenanzahl [111].  
Eine Analyse der Veränderung von Genkopie-Zahlen (CNA; copy number alterations) in 
PDX verschiedener Tumorentitäten zeigte, dass CNAs mit steigender Zahl der in vivo 
Transfers zügig akkumulieren [111]. Das ist zum Teil durch klonale Selektion erklärbar, 
da die festgestellte CNA Akkumulation in den PDX mit der spezifischen Aneuploidie und 
genetischen Heterogenität der jeweiligen Ausgangstumoren korreliert [111].  
Jedoch wurden auch CNAs identifiziert, die mit steigender Zahl der in vivo Passagen in 
den PDX Modellen akkumulieren, jedoch nicht mit der Tumorentwicklung im Patienten 
übereinstimmen [111]. Weiterhin verschwanden CNAs die in den Tumoren und im Verlauf 
der Tumorentwicklung beobachtet wurden mit der Zeit in den entsprechenden PDX 
Modellen [111].  
Das verdeutlicht, dass CNAs – und potentiell auch weitere genetische Aberrationen – die 
während der Tumorentwicklung im Patienten einem positiven Selektionsdruck 
unterliegen, in der PDX-Umgebung keine Rolle mehr spielen und entsprechend negativ 
selektiert werden [111].  
Das kann unter Umständen durchaus auch Effekte auf die Wirksamkeit verschiedener 
Therapeutika und damit auch Auswirkungen auf die Aussagekraft von präklinischen 
Studien haben [111].  
Dennoch sind patientenindividuelle Tumormodelle, in vitro und in vivo, unerlässlich um 
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S1 Fig PCR analysis of murine MLH1 and human specific cytochrome B. 
A) Analysis of gDNA pools of xHROG22 (xH.22), xHROG33 (xH.33) and xHROG59 
(xH.59) at passage 2 (P2) and passage 10 (P10). Ctr M: DNA derived from mouse tail 
tissue as positive control for murine MLH1 (~350bp), Ctr H: DNA derived from a GBM cell 
line established from patient derived GBM tissue B) Verification of human origin of the cell 





S2 Fig qPCR analysis of EGFR amplification of all successfully established cell lines. 





4.2. Temozolomide-induced increase of tumorigenicity can be 
diminished by targeting of mitochondria in in vitro models of patient 
individual glioblastoma 
 
William D, Walther M, Schneider B, Linnebacher M, Classen CF 





























































S1 Table Patient / cell line characteristics and MGMT-promoter methylation status of the 






S1 Fig Immunohistochemistry staining of several different regions of FFPE material of 2 





4.3. Optimized creation of glioblastoma patient derived xenografts for 
use in preclinical studies 
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Additional file 1. Sequences of oligonucleotides and probes. Nucleotide sequences and 













Additional file 2. Overview of patient characteristics diagnosed with WHO°I–III tumors. 
Summary of molecular alterations, cryoperiod of the samples prior to implantation and the 
outcome of PDX establishment attempts. 
 
Additional file 3. Overview of highest in vivo passages of engrafted samples. Given 
numbers indicate the highest in vivo passage reached for given samples, 0 indicates 





Additional file 4. Cresyl violet staining of representative orthotopic GBM PDX samples. 
GBM cells were injected intracranially to establish orthotopic GBM PDX models. A-D) 
HROG06 31d post injection of 2 × 105 GBM cells, A & C) whole brain section for 
assessment of tumor volume and localization, B & D) 100× magnification for assessment 
of invasive growth of GBM cells into surrounding tissue; E & F) HROG59 34d post injection 
of 8.7 × 105 GBM cells, F) 100x magnification; G & H) HROG59 34d post injection of 3.5 





Additional file 5. GFAP Immunohistochemistry staining of paraffin embedded GBM and 
PDX tissue sections. A) HROG33 primary GBM, stained with new fuchsine B) HROG33 
PDX after first in vivo transfer, C) HROG33 PDX after second in vivo transfer, D) HROG59 
primary GBM, E) HROG59 PDX after first in vivo transfer, F) HROG59 PDX after second 






Additional file 6. Results of genetic fingerprint analysis. Identity verification of all PDX 
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